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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
 
CDK  = cyklin-dependentní kináza 
DPC4 = deleted in pancreatic carcinoma (též SMAD4) 
EUS = endoskopická ultrasonografie 
EUS-FNA = aspirace tenkou jehlou provedená pod endosonografickou kontrolou 
FNA = aspirace tenkou jehlou (fine needle aspiration) 
KRAS = Kirsten rat sarcoma 2 viral onkogen 
LOH = ztráta heterozygozity (loss of heterozygosity) 
PanIN = pankreatická intraepiteliální neoplasie 
STR = mikrosatelitní markery (short tandem repeats)  
TGF-ß = transformující růstový faktor ß (transforming growth factor ß)  
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1. ÚVOD 
 
Přes významný pokrok v diagnostických technologiích a terapeutických metodách zůstává 
prognóza pacientů s karcinomem pankreatu za poslední půl století téměř nezměněna.(1) Jeho 
incidence se prakticky rovná mortalitě, což je především důsledkem pozdní diagnózy 
onemocnění. V roce 2000 bylo v Evropě diagnostikováno 60 139 nových případů, 64 801 
pacientů na tuto diagnózu zemřelo.(2) V České republice bylo v roce 2005 diagnostikováno 
1777 nových případů, incidence v mužské populaci činila 18,1/100.000, v ženské 
16,7/100.000; zemřelo 1808 pacientů, mortalita v mužské populaci dosáhla 18,7/100.000, 
v ženské 16,7/100.000.(3) Medián přežití pacientů s generalizovaným onemocněním činí 3–5 
měsíců; k radikálnímu resekčnímu výkonu je indikováno 10–15 % nemocných, medián přežití 
v této skupině dosahuje 11–15 měsíců.(4) Jelikož karcinom pankreatu je považován za 
genetické onemocnění, jsou naděje na včasnou diagnózu i racionální volbu terapeutických 
modalit vkládány do genetického testování a výzkumu.(5)  
Časnou a nejčastěji popisovanou genetickou změnou v karcinomu pankreatu jsou 
aktivující mutace onkogenu KRAS. Byly popsány ve více než 80 % pokročilých karcinomů.(6) 
V onkogenezi karcinomu pankreatu se v časové posloupnosti za mutacemi KRAS objevují 
inaktivující variace v řadě tumor supresorových genů: p16 (také znám jako CDKN2 nebo 
INK4A), lokalizovaném na chromosomu 9p; DPC4 (deleted in pancreatic carcinoma, 
popisovaný také jako SMAD4), přítomném na chromosomu 18q. Jsou inaktivovány           
v 90 % (p16) a 55 % (DPC4) karcinomech pankreatu, a představují tak potenciální 
molekulární markery malignity slinivky břišní.(7,8) Mutace v tumor supresorovém genu p53 
jsou popisovány v 50 % případů(9). Zvýšená exprese onkogenu HER-2/neu je důsledkem 
zvýšené transkripce, nikoliv genové amplifikace.(10) Proto je mutační analýza metodou 
nevhodnou k posuzování funkčního stavu tohoto genu. Všechny výše uvedené genové variace 
byly detekovány již v premaligních lézích sliniviky břišní (pankreatická intraepiteliální 
neoplasie, PanIN). 
Výše popsané genové změny zásadním způsobem ovlivňují kontrolu buněčného cyklu. 
Jejich mutace umožňují defektní buněčné populaci nekontrolované se množit. Onkogen 
KRAS kóduje GTP-vazebný protein zodpovědný za signalizaci v MAP-kinázové kaskádě 
buněčné signalizace.(11) Tumor supresorový gen p53 kóduje proteinový produkt, jenž reguluje 
transkripci dalších regulačních proteinů, jako například proteinu p21, klíčového inhibitoru 
komplexu cyklinu D s cyklin-dependentní kinázou 2 (CDK2).(12) Produkt dalšího tumor 
supresorového genu, p16, váže komplexy cyklinu D s CDK4 nebo CDK6, čímž reguluje 
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progresi buněčného cyklu v kontrolním bodě buněčného cyklu na přechodu mezi 
postmitotickou a syntetickou fází (G1).(13) Tumor supresorový gen DPC4 je členem rodiny 
Smad proteinů, jejichž interakce podmiňují buněčný přenos signálu v kaskádě transformující 
růstový faktor beta (transforming growth factor – TGF-ß).(14) 
Moderní diagnostické přístupy spočívají v evaluaci morfologických změn parenchymu 
slinivky břišní a v současném histologickém, popřípadě cytologickém vyšetření materiálu 
získaného aspirací tenkou jehlou (fine needle aspiration – FNA). Tyto metody jsou do jisté 
míry subjektivní a značně závislé na zkušenostech vyšetřujícího subjektu. Byla publikována 
řada prací, které potvrdily zvýšenou validitu protokolů, které v diagnostice maligních 
ložiskových lézí pankreatu kombinují morfologické a genetické metody.(15) 
KRAS je nejčastěji studovaným genem v karcinomu pankreatu. Jeho prevalence se 
udává 90-95 %. Senzitivita genetických testů značně závisí na metodologii a materiálu, ze 
kterého je DNA izolována. Dosahuje 61-89 % v pankreatické šťávě,(16,17) 72 až 83 %              
v kartáčové cytologii z Wirsungova vývodu;(18,19) 35 % v plazmě,(20) 33 % ve žluči,(21), 25 %  
v aspirátu z duodena.(22) Testy na přítomnost mutací ve stolici dosáhly vyšší senzitivity než 
testy ze žluče, jsou však značně nespecifické.(23) Uspokojivá specificita byla dosažena pouze 
v materiálu z kartáčové cytologie a pankreatické šťávy (77-100 %). 
Pro vysokou záchytnost KRAS mutací v pankreatické šťávě byly v tomto materiálu 
studovány také variace v jiných genech. Senzitivita a specificita genetických testů 
v pankreatické šťávě je 61-89 % a 33-96 % pro KRAS, 11-43 % a 70-100 % pro p16,          
14-47 % a 88-100 % pro p53, 36-70 % a 39-100 % pro DPC4.(24) 
Dosud bylo publikováno jen malé množství prací studujících frekvenci genových 
variací v materiálu EUS-asistované FNA. Zatím nejrozsáhlejší je japonská studie publikovaná 
v roce 2005, která sledovala pouze přítomnost mutací KRAS a na skupině 62 pacientů dosáhla 
74% senzitivity a 100% specificity.(25) 
 
 
2. CÍLE PRÁCE 
 
 četnost, senzitivita a specificita genových variací 
Cílem práce je popis frekvence mutací v onkogenu KRAS, tumor supresorovém genu p53      
a alelických ztrát na chromosomech 9p (lokus genu p16) a 18q (lokus genu DPC4) v DNA 
získané z materiálu EUS-navigované aspirace tenkou jehlou (EUS-FNA) tkáně karcinomu 
pankreatu. Získané četnosti mutací budou porovnány se zjištěným výskytem příslušných 
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genových variací ve vzorcích pacientů s chronickou pankreatitidou za účelem odhadu 
specificity výskytu jednotlivých mutací v karcinomu pankreatu. Současně budou srovnány 
s publikovanými frekvencemi výskytu jednotlivých mutací v pankreatické šťávě. 
 
 optimalizace molekulárněgenetických metod pro zpřesnění diagnostiky karcinomu 
pankreatu 
Bude optimalizována a do klinické praxe zavedena metodika detekce relevantních genových 
variací přímo v pankreatické tkáni, získané aspirací tenkou jehlou pod endosonografickou 
kontrolou (EUS-FNA). Data budou vyhodnocena se záměrem vytipovat dostatečně senzitivní 
a specifický test pro diferenciaci maligní léze, využitelný zejména v případech, kdy 
endoskopická ultrasonografie (EUS) a cytologie samy nejsou schopny rozlišit mezi benigní 
a maligní diagnózou. 
 
 zhodnocení prognostického významu sledovaných mutací 
Vedlejším cílem práce je zhodnocení dat získaných molekulárněgenetickou analýzou vzorků 
tenkojehlových aspirátů karcinomu pankreatu a korelovat spektrum jednotlivých mutací se 
statistikami přežití. Záměrem je vytipovat molekulárně genetický test, který by mohl být 
klinicky využitelný jako prognostický marker. 
 
 
3. MATERIÁL A METODIKA 
 
Do studie bylo zařazeno 106 konsekutivních pacientů s ložiskovým procesem pankreatu, kteří 
od ledna 2003 do dubna 2006 podstoupili endosonograficky navigovanou tenkojehlovou 
biopsii. Definitivní diagnóza byla stanovena na základě histologického hodnocení 
chirurgického resekátu nebo dlouhodobého ambulantního sledování u neoperovaných 
pacientů. Po vyřazení pěti pacientů z důvodu zjištění jiné diagnózy nebo maligní duplicity 
čítal statistický soubor 101 osob (63 mužů a 38 žen, střední věk 60 ± 12 let, rozpětí 32 - 84 
let), z nichž u 81 byl diagnostikován karcinom pankreatu a u 20 chronická pankreatitida. V 18 
případech byly hodnoceny jak vzorky získané při EUS-asistované FNA, tak peroperační 
biopsie. Všichni pacienti podepsali informovaný souhlas s účastí ve studii a s genetickou 
analýzou jejich biologického materiálu.  
EUS vyšetření bylo prováděno jedním zkušeným endosonografistou za použití 
radiálních a lineárních sond (Olympus GF-UM 20 a GF-UCT 140). Kvalita tenkojehlového 
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aspirátu byla po obarvení rychlou hematoxylinovou-eosinovou řadou okamžitě ověřena      
on-site cytologem. Definitivní evaluaci cytologických nátěrů provedl zkušený patolog po 
obarvení zbylých nátěrů metodou dle Giemsy. Tytéž nátěry byly následně podstoupeny ke 
genetické analýze.  
DNA byla izolována z cytologických nátěrů po laserové mikrodisekci nádorově, 
popřípadě zánětlivě změněných duktálních epitelií (laserový mikrodisektor P.A.L.M., Carl 
Zeiss). Z každého nátěru bylo získáno 100–200 buněk. Mutační analýza byla zaměřena na 
kodony 12 a 13 v exonu 1 onkogenu KRAS a exony 5–8 genu p53. Příslušné úseky 
extrahované DNA byly amplifikovány metodou polymerázové řetězové reakce (polymerase 
chain reaction, PCR) za použití fluorescenčně značených primerů. Přítomnost mutací byla 
detekována citlivou metodou separace heteroduplexů s využitím kapilární elektroforézy 
v cyklujícím teplotním gradientu.(26) 
Metodika izolace DNA z cytologických nátěrů a detekce bodových mutací v onkogenu 
KRAS pomocí kapilární elektroforézy v cyklujícím teplotním gradientu byla optimalizována 
v rámci pilotní studie na prvních 35 pacientech. Tyto zkušenosti byly publikovány separátně: 
Šálek C., Zavoral M., Benešová-Mináriková L. et al. Detection of K-ras mutations in 
pancreatic cancer samples collected by fine needle aspiration biopsy: an intermediate report 
on the first results and experience. Folia Gastroenterol Hepatol 2004; 2: 150-155. 
Alelické delece byly monitorovány metodou detekce ztráty heterozygozity (loss of 
heterozygosity, LOH) sady 3 mikrosatelitních markerů (STR) na krátkém raménku                
9. chromosomu v místě lokace genu p16 (D9S157, D9S171, D9S1748) a sady 2 STR na 
dlouhém raménku 18. chromosomu v místě lokace genu DPC4 (D18S363, D18S474). Pro 
vyhodnocení byl porovnáván signál amplifikátů DNA nádorové tkáně se signálem získaným 
z DNA leukocytů téhož pacienta.  
Statistická analýza byla provedena metodou dvou- a vícerozměrných kontingenčních 
tabulek za použití softwaru BMDP PC90 a MedCalc. K výpočtu hodnot senzitivity 
a specificity byly zvoleny 95% intervaly spolehlivosti relativních četností. Statistiky přežití 
byly počítány pomocí Kaplanova-Meierova odhadu funkce přežití a Mantelova-Coxova testu 
pro hodnocení shody křivek přežití. Molekulárněgenetická data byla porovnána se statistikami 
přežití pomocí 2 testu ve dvourozměrných kontingenčních tabulkách a Yatesovy korekce. 
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4. VÝSLEDKY A DISKUSE 
 
Endosonografické vyšetření umožnilo jednoznačně hodnotit 89 % ložiskových lézí pankreatu. 
Bylo dosaženo 79% senzitivity a 77% specificity, 5 % případů bylo falešně negativních,         
4 % falešně pozitivní. Ve zbylých 11 % případů nebyl endoskopista schopen na základě 
endosonografického obrazu diferencovat mezi maligním a benigním charakterem ložiska.  
Hodnocení cytologických nátěrů získaných EUS-FNA bylo podkladem pro stanovení 
cytopatologické diagnózy v 74 % případů. V této skupině dosáhlo 75% senzitivity                  
a 85% specificity. Pozitivní i negativní prediktivní hodnota dosáhly 100 %. Žádný ze vzorků 
pocházejících z maligní léze tedy nebyl označen jako benigní a vice versa. Zbylých              
26 % vzorků patolog hodnotil jako nekonkluzivní; nebyl tedy schopen rozlišit mezi 
karcinomem pankreatu a chronickou pankreatitidou.  
Histologické vyšetření chirurgického resekátu bylo provedeno u 18 pacientů. Bylo 
dosaženo 95% senzitivity a 100% specificity. Jeden resekát (3 %) pocházející z maligní léze 
byl hodnocen falešně negativně.  
Aktivující mutace v onkogenu KRAS byly nalezeny v 57 karcinomech a v FNA žádné 
chronické pankreatitidy (tab. 1). Senzitivita testu dosáhla 70 %, specificita 100 %. Dvacet 
čtyři (30 %) případů bylo falešně negativních. Mutace v tumor supresorovém genu p53 byly 
detekovány jen v 19 z celkových 81 případů karcinomu pankreatu. Senzitivita byla jen 24 %, 
specificita 90 %.  
Delece krátkého raménka 9. chromosomu v místě lokalizace genu p16 byly 
detekovány metodou ztrát heterozygozity (LOH). Bylo dosaženo senzitivity 85 %                   
a specificity 64 % (tab. 2). Pro detekci inaktivace tumor supresorového genu DPC4 byla 
zvolena metoda LOH se zaměřením na genový lokus 18q. Senzitivita metody dosáhla 78 %, 
specificita 57 % (tab. 3). Jeden pacient byl homozygotní pro všechny ze tří vybraných 
markerů pro sledování fenoménu LOH v oblasti 18q, tudíž nebyl touto metodou vyšetřitelný.  
Výsledky potvrdily ústřední postavení EUS v diagnostice, diferenciální diagnostice 
a eventuálně stagingu ložiskových lézí pankreatu.(27) Pozitivní a negativní prediktivní hodnota 
cytologického vyšetření FNA vzorků dosáhla 100 %. Tento fakt odráží vysokou efektivitu 
vyšetřovacího protokolu, kdy je EUS-FNA prováděna ve specializovaném centru s evaluací 
tenkojehlového aspirátu on-site a definitivním hodnocením patologem zkušeným 
v pankreatické cytodiagnostice. Získané výsledky screeningu mutací v onkogenu KRAS 
detekovaných v materiálu FNA jsou srovnatelné s dříve publikovanými výsledky 
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v pankreatické šťávě.(28,29) Studie potvrdila 100% specificitu detekce mutací KRAS pro 
karcinom pankreatu.(25) 
Sledování alelických ztrát na chromosomech 9p a 18q přineslo velmi slibné výsledky. 
Aplikace této metody na materiál FNA nebyla dosud v odborné literatuře publikována. 
Citlivost metody zásadně profitovala z izolace DNA z buněk získaných laserovou 
mikrodisekcí cytologických nátěrů.  
Z dosavadního stavu znalostí genetických procesů v karcinomu pankreatu je zřejmé, 
že k diagnostickým účelům není samostatně dostačující žádný ze známých genů a že je třeba 
typizovat vhodnou kombinaci genových testů, která by měla uspokojivou senzitivitu 
i specificitu.(30) Ve studii byly nejlepší výsledky získány pro kombinaci KRAS a LOH 9p, kde 
senzitivita dosáhla 92 % a specificita 64 %. Těsně následovala kombinace KRAS a LOH 18q 
se senzitivitou 92 % a specificitou 57 %. Kombinace LOH v obou sledovaných 
chromosomových lokusech dosáhla senzitivity 92 % a specificity 43 %. Senzitivita této 
kombinace je srovnatelná s kombinací KRAS a jakéhokoliv ze dvou LOH lokusů, specificita 
je však výrazně nižší (tab. 4).  
Trojkombinace mutační analýzy onkogenu KRAS s monitorací alelických ztrát 
v lokusech 9p a 18q vykazuje senzitivitu 96 % a specificitu 43 %. Rozšířením kombinačního 
testu KRAS + LOH 9p o monitoraci LOH 18q dojde k navýšení senzitivity z 92 % na 96 %, 
tento zisk je však významně kompromitován významným poklesem specificity z 64 % na    
43 % (tab. 4). 
U 18 pacientů byly hodnoceny genetické změny v materiálu FNA i peroperační 
biopsii. Míra detekce mutací KRAS v obou typech vzorků nevykazovala statisticky významný 
rozdíl (p<0,001). Vyšší senzitivita pro testy LOH v materiálu FNA dosáhla hranice statistické 
významnosti (p<0,001 pro 9p, p<0,10 pro 18q). Tato skutečnost může být podmíněna faktem, 
že peroperační bioptické vzorky byly podstoupeny ke genetické analýze bez předchozího 
mikroskopického vyhodnocení, a skutečností, že DNA byla extrahována z celého tkáňového 
materiálu poskytnutého chirurgem bez výběru nádorových buněk, například metodou laserové 
mikrodisekce.  
V podskupině 53 pacientů s pokročilým karcinomem pankreatu (klinické stádium III   
a IV dle WHO) byly statistiky přežití korelovány se spektrem zjištěných mutací. Soubor se 
skládal z 28 mužů a 25 žen, rozpětí věku bylo 40–85 let. Medián přežití ve skupině s mutací 
onkogenu KRAS byl 7,0±2,4 měsíců (95% CI 2,3–11,7), ve skupině bez mutace KRAS 
dosahoval 10,0±0,6 měsíců (95% CI 8,7–11,3). Medián přežití ve skuině s mutací v genu p53 
byl 10,0±2,2 měsíců (95% CI 5,6–14,4), ve skupině s nemutovaným genem p53 dosahoval 
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6,0±2,5 měsíců (95% CI 1,1–10,9). Medián přežití ve skupině s potvrzenou ztrátou 
heterozygozity na chromosomu 9p byl 9,0±5,1 měsíců (95% CI 0–18,9), ve skupině bez 
zjištěné LOH 9p činil 10,0±5,0 měsíců (95% CI 0,2–19,8). Medián přežití ve skupině 
s potvrzenou LOH na chromosomu 18q byl 10,0±4,2 měsíců (95% CI 1,8–18,2), ve skupině 
bez zjištěné LOH 18q dosahoval 3,0±1,3 měsíců (95% CI 0,5–5,5). Po úpravě dat pomocí 
Coxova proporčního modelu rizik nebyl žádný z vyšetřovaných molekulárních markerů 
identifikován jako nezávislý prognostický marker pro přežití pacientů s karcinomem 
pankreatu. 
 
 
 
Tabulka 1. Test na přítomnost mutací v genu KRAS 
 
 chronická 
pankreatitida, n(%) 
karcinom  
pankreatu, n(%) 
celkem, n(%) 
negativní 20 (100) 24 (29,6) 44 (43,6) 
pozitivní 0 (0) 57 (70,4) 57 (56,4) 
celkem 20 (100) 81 (100) 101 (100) 
 
senzitivita: 70 % 95% CI (60 %  80 %)  p0,001 
specificita: 100 % 
 
 
 
Tabulka 2. Test na přítomnost LOH na chromosomu 9p (lokace genu p16) 
 
 chronická 
pankreatitida, n(%) 
karcinom  
pankreatu, n(%) 
celkem, n(%) 
negativní 9 (64,3) 8 (15,4) 17 (25,8) 
pozitivní 5 (35,7) 44 (84,6) 49 (74,2) 
celkem 14 (100) 52 (100) 66 (100) 
 
senzitivita: 85 % 95% CI (75 %  95 %)  p0,001 
specificita: 64 % 95% CI (53 %  75 %) 
 
 
 
Tabulka 3. Test na přítomnost LOH na chromosomu 18q (lokace genu DPC4) 
 
 chronická 
pankreatitida, n(%) 
karcinom  
pankreatu, n(%) 
celkem, n(%) 
negativní 8 (57,1) 11 (22,4) 19 (30,2) 
pozitivní 6 (42,9) 38 (77,6) 44 (69,8) 
celkem 14 (100) 49 (100) 63 (100) 
 
senzitivita: 78 %  95% CI (67 %  89 %)  p0,05 
specificita: 57 % 95% CI (45 %  69 %) 
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Tabulka 4. Kombinace testů 
 
kombinace testů  95% konfid. interval p 
senzitivita 92 % 85 %  99 % KRAS + LOH 9p 
specificita 64 % 53 %  75 % 
0,001 
senzitivita 92 % 85 %  99 % KRAS + LOH 18q 
specificita 57 % 45 %  69 % 
0,001 
senzitivita 92 % 85 %  99 % LOH 9p + LOH 18q 
specificita 43 % 31 %  55 % 
0,01 
senzitivita 74 % 65 %  83 % KRAS + p53 
specificita 90 % 85 %  95 % 
0,001 
senzitivita 96 % 92 %  100 % KRAS + LOH 9p + LOH 18q 
specificita 43 % 31 %  55 % 
0,001 
senzitivita 92 % 85 %  99 % p53 + LOH 9p + LOH 18q 
specificita 43 % 31 %  55 % 
0,001 
 
 
 
5. ZÁVĚRY 
 
Hlavní závěry: 
Výsledky screenningu mutací v onkogenu KRAS detekovaných v materiálu FNA jsou 
srovnatelné s dříve publikovanými frekvencemi záchytu mutací v pankreatické šťávě. 
Senzitivita testu dosáhla 70 %, studie potvrdila 100 % specificitu mutací KRAS pro karcinom 
pankreatu v diferenciální diagnostice od zánětlivých lézí. 
 
Sledování alelických ztrát na chromosomech 9p a 18q přineslo velmi slibné výsledky, 
problematická je však nedostatečná specificita testů.  
 
Z dosavadního stavu znalostí frekvence známých mutací v karcinomu pankreatu je zřejmé, že 
k diagnostickým účelům není samostatně dostačující žádný ze známých genů. 
Z kombinančích testů v naší studii vyšlo nejlépe spojení testu na přítomnost mutací 
v onkogenu KRAS spolu s testem LOH v lokusu 9p (senzitivita 92 %, specificita 64 %).  
 
Po zhodnocení výsledků této studie byl navržen diagnostický algoritmus, který kombinuje 
cytologické hodnocení FNA nátěru s molekulárněgenetickými testy tak, aby byla 
miniminalizována možnost falešně negativního nálezu při zachované senzitivitě. V prvním 
kroku navrhujeme hodnotit FNA nátěry získané EUS navigovanou punkcí ložiska (100% 
pozitivní i negativní prediktivní hodnota), k hodnocení molekulárněgenetických testů pak 
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navrhujeme podstoupit jen nekonkluzivní nátěry, z nichž izolujeme DNA a hodnotíme 
v druhém kroku přítomnost aktivujících mutací onkogenu KRAS (100% specificita). KRAS 
negativní vzorky pak testujeme na přítomnost alelických ztrát v lokusech 9p a 18q. Po 
aplikaci tohoto algoritmu na soubor sledovaných 101 pacientů byla malignita správně určena 
u všech pacientů s potvrzeným karcinomem pankreatu, žádný pacient nebyl falešně negativní, 
jeden byl falešně pozitivní (pro pozitivitu testů na ztráty heterozygozity). 
 
Žádný ze sledovaných molekulárněgenetických testů (mutace KRAS, mutace p53, LOH 9p      
a LOH 18q) není nezávislým prognostickým faktorem pro délku přežití pacientů s pokročilým 
karcinomem pankreatu. 
 
 
Vedlejší zjištění: 
Cytologické vyšetření aspirátu pankreatu získaného technikou tenkojehlové punkce pod 
endosonografickou kontrolou dosáhlo uspokojivé senzitivity a specificity (75 % a 85 %), 
pozitivní a negativní prediktivní hodnoty byly 100 %. Shledal-li patolog buněčný nátěr jako 
konklusivní, nehodnotil žádný vzorek z maligní léze jako benigní a naopak. Podmínkou je 
předběžné hodnocení aspirátu cytologem ihned po odběru materiálu na endoskopickém 
oddělení a zkušenost patologa, který se pravidelně věnuje pankreatické cytodiagnostice. 
 
Izolace DNA přímo z cytologických nátěrů zvýšila záchytnost genetických odchylek (mutací 
KRAS a zejména alelických delecí v lokusech 9p a 18q). Osvědčil se tak postup navržený po 
skončení pilotní studie, kdy všechny nátěry byly barveny metodou dle Giemsy, vyšetřeny 
patologem a následně podstoupeny do molekulárněgenetické laboratoře. DNA byla izolována 
přímo ze suspektních buněk separovaných metodou laserové mikrodisekce. 
 
_ _ _ 
 
 
 
Diskepance mezi objemem nových poznatků o biologické podstatě karcinomu pankreatu        
a rychlým klinickým průběhem s neblahou prognózou se prohlubuje celých 15 let od 
okamžiku, kdy D. S. Klimstra v American Journal of Pathology prohlásil adenokarcinom 
slinivky břišní za geneticky podmíněné onemocnění. Identifikace prekurzorových lézí, jejich 
morfologická definice a zjištění, že jednotlivá PanIN stádia jsou doprovázena sekvenční 
akumulací genových variací, vedly k předpokladu, že genetické metody umožní 
diagnostikovat karcinom pankreatu v časných stádiích choroby, kdy bude možné radikálně 
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terapeuticky zasáhnout, a tím zlepšit nepříznivé statistiky přežití. Biologický průběh 
onemocnění však dosud neumožňuje časný karcinom pankreatu klinicky definovat. Ani 
molekulárněgenetické metody nepřinesly zásadní průlom v chápání pojmu časného karcinomu 
pankreatu. Studium PanIN lézí je z tohoto hlediska nedostatečné, neboť se zpravidla vyskytují 
i na periferiích invazivního karcinomu pankreatu a jejich identifikace v tkáni rizikových 
pacientů (například s chronickou pankeratitidou) je možná jen po resekčním výkonu.  
V poslední době se těžiště výzkumného zájmu přesunulo ke sledování expresních 
profilů tisíců genů v tumorózní tkáni a k následné identifikaci vhodných biomarkerů na bázi 
cirkulující mRNA a proteinů. Významné jsou i pokroky v oblasti epigenetiky zahrnující 
především sledování specifické metylace promotorů či potlačení genové exprese na principu 
RNA interference. Receně publikovaný popis kmenové buňky karcinomu pankreatu dále 
rozšiřuje prostor k pochopení patofyziologických mechanismů vývoje tohoto fatálního 
onemocnění. Klinický výzkum se zaměřuje na možnosti biologické léčby. První výsledky      
z této nové éry studia karcinomu slinivky břišní již pronikly do klinické praxe. 
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6. SUMMARY 
 
Background: EUS-guided fine needle aspiration cytology (FNA) is standard diagnostic 
procedure for evaluation of suspicious panceratic mass. Somatic mutations in DNA extracted 
from pancreatic FNAs have long been studied as potential molecular markers of malignancy. 
In this work, some of the most characteristic genetic changes occurring in pancreatic 
neoplasia from patients undergoing FNA biopsy are examined to reveal their usefulness in 
routine clinical diagnostic testing.  
 
Aims: To establish an optimum combination of molecular markers resulting in best overall 
diagnostic sensitivity and specificity. As a secondary aim, molecular data are comperd with 
survival statistics of the patients and their correlation with patients´ prognosis is questioned. 
 
Methods: EUS-guided FNA was performed on 101 consecutive patients (63 males, 38 
females, 60 ± 12 years; 81 with subsequently diagnosed pancreatic cancer, 20 with chronic 
pancreatitis) with focal pancreatic mass. Samples were evaluated by rapid H&E staining 
followed by more detailed assessment using Giemsa staining method. DNA was extracted 
from Giemsa stained cells selected by laser microdissection and the presence of KRAS and 
p53 somatic mutations was tested by CGCE and SSCP techniques. In addition, allelic losses 
of tumor suppressor genes p16 (INK4, CDKN2A) and DPC4 (MADH4, SMAD4) were 
detected by monitoring the loss of heterozygosity (LOH) at 9p and 18q, respectively.  
Molecular data of a subset of 53 consecutive patients (28 males, 25 females, 63±10.5 
years) with advanced pancreatic cancer (stage III and IV according to WHO classification) 
who underwent EUS-guided FNA were compared with survival statistics using Kaplan-Meier 
method. 
 
Results: Sensitivity and specificity of EUS-guided FNA were 75% and 85%, positive and 
negative predictive value reached 100%. The remaining 26% samples were assigned as 
inconclusive. Testing of molecular markers revealed sensitivity and specificity of 70% and 
100% for KRAS mutations (p<0.001), 24% and 90% for p53 mutations (NS), 85% and 64% 
for allelic losses at 9p (p<0.001) and 78% and 57% for allelic losses at 18q (p<0.05). When 
tests for different molecular markers were combined, the best results were obtained with      
KRAS + LOH at 9p (92% and 64%, p<0.001), KRAS + LOH at 18q (92% and 57%, 
p<0.001), and KRAS + LOH 9q + LOH 18q (96% and 43%, p<0.001). When the molecular 
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markers were used as complements to FNA cytology to evaluate inconclusive samples only, 
the overall sensitivity of cancer detection was 100% in all patients enrolled in the study.  
The median survival in KRAS positive group was 7.0±2.4 months (95% CI 2.3–11.7), 
in KRAS negatives was 10.0±0.6 months (95% CI 8.7–11.3). The median survival in p53 
positive group was 10.0±2.2 months (95% CI 5.6–14.4), in p53 negatives was 6.0±2.5 months 
(95% CI 1.1–10.9). The median survival in LOH 9p positive group was 9.0±5.1 months (95% 
CI 0–18.9), in LOH 9p negatives was 10.0±5.0 months (95% CI 0.2–19.8). The median 
survival in LOH 18q positive group was 10.0±4.2 months (95% CI 1.8–18.2), in LOH 18q 
negatives was 3.0±1.3 months (95% CI 0.5–5.5). After the adjustment for age using Cox 
proportional hazards model, none of the evaluated molecular markers has shown to be 
independent prognostic marker for survival of patients with pancreatic cancer. 
 
Conclusions: EUS-guided FNA cytology combined with screening of KRAS mutations and 
allelic losses of tumor suppressors p16 and DPC4 represents a very sensitive approach in 
screening for pancreatic malignancy. Molecular markers may find be useful particularly in 
cases where FNA cytology has been inconclusive. None of the studied molecular markers was 
identified as an independent factor determining survival prognosis. 
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